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Uporaba ionske kromatografije za separacijo N-glikanov  
Povzetek: Cilj diplomske naloge je bil izvesti literaturni pregled ionske 
kromatografije za uporabo separacije N-glikanov. Glikani so pomemben element 
v farmacevtski industriji in predstavljajo pomemben del pri načrtovanju novih  
bioloških zdravil in cepiv pri uporabi protiteles. Ionska kromatografija tako 
predstavlja učinkovito in selektivno separacijo N-glikanov, kjer sama analiza ni 
zahtevna. Metoda omogoča določevanje zelo majhnih koncentracij ter jo je 
mogoče sklopiti z drugimi tehnikami. 
 
Ključne besede: N-glikani, ionska kromatografija, separacija, HPAEC 
 
 
 
Separation of N-glycans by ion chromatography 
Abstract: The aim of the diploma thesis is literature review of using ion 
chromatography for separation of N-glycans. Glycans are an important element 
in the pharmaceutical industry and represent an important part in planning new 
biomedicine and vaccines using antibodies. As such, ion chromatography 
represents efficient and selective separation of N-glycans, where such analysis 
is not difficult. The method allows determination of very small concentrations and 
it is possible to combine it with other techniques. 
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ER                        endoplatzmatski retikulum 
GlcNAc                N-acetilglukozamin 
Man                      manoza 
Asn                       aspargin 
Ser                        serin   
Thr                        treonin 
HPAEC                 anionsko izmenjevalna kromatografija pri visokem pH 
HILIC                           hidrofobno interakcijska kromatografija 
HPLC                    tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
PGC                      plinska kromatografija 
Na2B4O7                natrijev tetraborat 
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1 Pregled literature 
 
1.1 Glikani 
 
1.1.1 Glikani in glikozilacija 
 
Glikani so sestavljeni iz več monosaharidnih enot in so kovalentno vezani na proteine 
ter lipide, kar povzroči nastanek glikoproteinov in glikolipidov. To biološko pot 
imenujemo glikozilacija. Glikani so lahko različno vezani na aminokislinsko verigo, zato 
glikozilacijo na splošno delimo v pet skupin: N-glikozilacijo, O-glikozilacijo, glipiacijo, 
C-glikozilacijo in fosfoglikozilacija[1]. 
Pri N-glikozilaciji so monosaharidi vezani na dušikove atome. Ti dušikovi atomi se 
nahajajo na asparaginskem ostanku stranske verige. Vse skupaj poteka v 
endoplazmatskem retikulumu nato pa se še nadaljnjo modificira v golgijevem aparatu. 
V membrani endoplazmatskega retikuluma se nahaja izoprenoid dolihol, ki sodeluje 
kot prenašalec oligosaharidov. Na dolihol fosfat se s pomočjo proteina 
glikoziltransferaze vežeta sladkorja, ki se preneseta iz sladkornih nukleotidov UDP-
GlcNAc. Tako nastane začetna veja oligosaharida, ki jo sestavljata N-
acetilglukozamina. Nato se nanj veže manoza s pomočjo GDP-Man, vse skupaj pa 
poteka na citosolni strani ER. Po vezavi štirinajstih sladkorjev se nastali oligosaharid 
prenese v lumen ER in se nato iz doliholnega prenašalca prenese na asparaginski 
ostanek polipeptida z Asn-X-Ser/Thr, kjer X predstavlja katerokoli aminokislino z 
izjemo prolina. Reakcijo katalizira oligosahariltransferaza. Protein se začne značilno 
zvijati, kasneje pa se prenese v golgijevem aparatu, kjer potekajo nadaljnje 
modifikacije in vezave ostalih monosaharidnih enot [1,2,3]. 
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1.1.2 N-glikani 
 
Različne vezave sladkorjev na glikansko jedro vodi do več različnih struktur, ki pa jih v 
grobem delimo na visokomanozne, kompleksne in hibride. 
Te strukture nastajajo v golgiju, kjer potekajo različne modifikacije, ki pa jih lahko 
razdelimo v tri večje skupine: 
1. Vezava sladkorjev v samo jedro, kjer se vežejo na N-acetilglukozamin. To je 
sicer pri sesalcih manj pogosto, lahko pa to opazimo pri vretenčarjih in 
rastlinah. Pogosto se nanj veže fukoza pri vretenčarjih in ksiloza pri rastlinah.  
2. Podaljševanje N-acetilglukozaminskih ostankov z dodajanjem sladkornih enot. 
Nanj se veže β-vezavna galaktoza, nato pa se lahko še dodatno podaljša z 
vezavo novih N-acetilglukozaminov ali galaktoznih ostankov. 
3. Zaključne reakcije. Na konce, ki so nastali v opisu pri točkah 1. in 2. se lahko 
vežejo še sialična kislina, fukoza, galaktoza, N-acetilglukozamin in sulfat[1]. 
 
Slika 1: Tipi glikanov 
 
Zaradi tako veliko različnih modifikacij je možno dobiti N-glikane z različno 
razvejanostjo, dolžino kompozicije, kar močno vpliva na same lastnosti proteina in 
njegovo biološko aktivnost. 
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1.1.3 Glikoterapija 
 
Glikani so esencialni pri vseh bioloških procesih, kjer vplivajo na zvijanje proteinov, 
omogočijo prepoznavanje celice ter na prenašanje signalov med njimi. Nahajajo se 
na površinah vseh celic in imajo ključno vlogo za prepoznavanje bioloških molekul. 
Glikani na površini virusa pomagajo pri pritrjevanju organizma na gostitelja, v celicah 
lahko povzročijo inflamacijo ali sprožijo imunski odziv. Glikanom lahko pripišemo tako 
veliko različnih funkcij zaradi njihove raznolikosti, saj se lahko različni sladkorji 
povezujejo v številnih kombinacijah, vsaka pa lahko povzroči različne učinke[4]. 
Od glikanov je odvisen imunski sistem, saj molekule imunskega sistema glikane celic 
ne prepoznajo kot tujka. V primeru vnosa patogenega organizma v telo, ki imajo na 
svojih površinah glikane, ki imunskemu sistemu niso znani, sprožijo imunski odziv.  
Človeški imunski sistem sestavljajo različni imunoglobulini, ki jih lahko ločimo glede na 
obliko, velikost ter tudi učinku v človeškem telesu: IgG, IgM, IgE in IgD, Molekula 
vsebuje del, ki je odgovoren za vezavo protitelesa na antigen, imenovan tudi Fab, ter 
del, ki je pomemben pri vezavi na druge elemente imunskega sistema. Kako so te 
molekule glikozilirane vpliva na prepoznavanje antigenov. Težave nastanejo, ko 
imunski sistem glikane na celicah lastnega organizma prepoznajo kot antigen. To 
povzroči številne avtoimunske bolezni kot na primer Revmatoidni artritis, multipla 
skleroza, Chronova bolezen in luskavica. Opazili so, da do prevelikega imunskega 
odziva pride zaradi sprememb v glikozilaciji protitelesa[5]. 
 
Slika 2: IgG človeka, kjer je označena glikanska struktura 
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Glikani imajo tudi pomembno vlogo pri nastanku in širjenju raka v telesu. Rakava celica 
za svoje preživetje potrebuje spremenjene rastne faktorje, ki omogočajo pretirano rast 
celice. Do sprememb pride zaradi specifične glikozilacije potrebnih receptorjev ter 
ligandov. V celici lahko pride do povečane fukozilacije jedra glikana, poveča se 
razvejanost N-glikanov. Vse to v sodobni medicini uporabljajo kot biomarkerje za 
določevanje in ločevanje rakavih celic od zdravih ter spremljanje zdravljenja pacienta. 
Razvoj raziskav gre v smer ugotavljanja, kaj povzroči spremembe v glikozilaciji celice, 
ki nato postane rakova. Številni proteini, ki se v rakavi celici pretirano izražajo, 
prestanejo številne modifikacije kot tudi glikozilacije, ki jih izvajajo različne 
glikoziltransferaze z spremenjeno aktivnostjo in izražanjem. Primer takega proteina je 
receptor tirozin-protein kinaza erbB2, katerega povečano izražanje je opaziti pri raku 
prostate, prsi in želodca[1,6]. 
Vedno več časa se posveča raziskavi ksenotrasplantacijam. Tukaj gre za postopek 
vnosa celic oziroma organov iz donorjev druge živalske vrste na primer prašiča v 
človeško telo. Težava nastane, ko donorjevi karbohidratni antigeni sprožijo odziv 
imunskega telesa v prejemniku organa in organ telo zavrne. Če pa gensko 
spremenimo izražanje glikanov v celicah donorja, znatno zmanjšamo vezavo 
človeškega protitelesa. S tem načinom bi lahko rešili pomanjkanje človeških organov 
za transplantacijo[6,7]. 
Glikani so pomemben člen tudi pri izdelavi cepiv. Uporablja se jih tako za tvorbo 
protiteles proti patogenim celicam, kot tudi za izdelavo adjuvantov, ki stimulirajo 
imunski sistem. Cepiva delujejo tako, da z vnosom oslabljenega oziroma 
modificiranega patogena, ki povzroča obolenje, spodbudijo imunski sistem k izražanju 
zaščitnih protiteles in ustvarijo spomin v T in B celicah[8].  
Tudi virusi na svoji površini nosijo glikane. Ti jim omogočajo, da se lahko vežejo na 
tarčne celice in omogočijo njihovo razmnoževanje. Primer je virus Ebole in SARS 
virusa, ki napadejo makrofage in dendritske celice. Infekcija celic lahko sproži odziv 
imunskega sistem, tako da prepoznajo virion virusa, na katerem so tuji glikani. Nekateri 
virusi so se razvili tako, da imajo na virionu glikane, ki so enaki gostitelju, kar pa imunski 
sistem ne prepozna kot tujek. Ti virusi, kot je primer HIV virusa, imajo specifične 
glikane skrite pod N-glikani gostitelja kot nekakšen zaščitni sloj. Tako virus enostavno 
vstopi v celico in se neprekinjeno razmnožuje[9]. 
V uporabi je vrsta cepiva v katerem je glikan vezan na prenašalni protein. Prvi primer 
take vrste cepiva je za zdravljenje Haemophilus influenzae tipa B. Iz glikanov, ki se 
nahajajo na kapsuli bakterije ustvarijo neoglikokonjugante, ki jih vežejo na prenašalni 
protein in v telesu aktivirajo imunski odziv. Tako se ustvarijo protitelesa za bakterijo, ki 
sproži infekcijo ter jo uniči, zaščita pa se ohrani dalj časa. Pri teh cepivih pa je potrebno 
paziti, da v telesu ne povzročijo avtoimunosti. To se je zgodilo pri razvijanju cepiva 
proti bakteriji, ki ima na svoji površini podobne glikane, kot jih imajo nekatere celice v 
živčnem sistemu. Pri ustvarjanju takih cepiv so ugotovili tudi možnosti cepiva proti 
glivičnim obolenjem ter parazitom[10]. 
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Študij cepiv se usmerja tudi v razvijanje cepiva za zdravljenje raka, ki bo deloval na 
način, da bo napadal celice, ki se nepravilno delijo. Prav tako v rakavih celicah 
nastajajo glikani, ki so značilni samo za rakave celice, imenovana »tumour-associated 
carbohydrate antigens« oziroma TACA. Poskušajo razviti protitelesa, ki bi vezala na 
TACA in bi tako lahko uničili rakave celice[10]. 
Za zdravljenje se uporabljajo bioterapevtski izdelki, ki pa so po sestavi glikoproteini. 
Sem spadajo eritropoietini, citokini, protitelesa glikoziltransferaze in glikozidaze. 
Številni antibiotiki in protirakavi terapevtski reagenti imajo tako v svoji strukturi glikane. 
Eno izmed najuspešnejših zdravil je zanamivir in oseltamivir, ki jih uporabljajo pri 
zdravljenju okužb z influenca virusom. Ti se vežejo na nevrominidazo, ki nosijo 
specifične glikane in tako zavirajo reprodukcijo virusa ter njegovo prehajanje v celice. 
Pomembna so tudi zdravila za zdravljenje diabetesa tipa 2, ki zavirajo glukozidaze in 
amilaze in tako kontrolirajo koncentracijo glukoze v krvi[11].  
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1.1.4 Določevanje N-glikanov 
 
Z uporabo glikanov na različnih področjih je veliko časa namenjeno tudi raziskovanju 
načinov analize in določevanje strukture glikanov. Same N-glikane je enostavno 
prepoznati, saj se nahajajo na AsnXSer ali AsnXThr, kjer je X katerakoli aminokislina 
razen prolina[12]. 
Glikan je potrebno za nadaljnjo analizo pogosto modificirati. Da jih lahko po ločbi 
zaznamo z detektorjem, je potrebno glikan označiti. To storimo z derivatizacijo v 
fluorofore in klorofore. Lahko tudi vežemo nabite ali hidrofobne skupine na reducirajoče 
konce glikana in tako izboljšamo samo ločbo pa tudi detekcijo glikana.  
Najpogosteje se za postopek nastanka derivata uporablja reduktivna aminacija in 
permetilacija. V primeru reduktivne aminacije gre za reakcijo kondenzacije med 
primarnim aminom in aldehidno skupino glikana. Nastane imin ali Schiffova baza, ki se 
nato reducira do sekundarnega amina. Kot rezultat dobimo glikan označen s samo eno 
oznako na molekulo ter omogoči kvantitativno analizo. Kot oznako se najpogosteje 
uporablja 2-aminobenzamid ali 2-amnobenzojska kislina. Za reducirni reagent se 
pogosto uporablja natrijev cianoborohidrid[13]. 
 
 
   
 
Shema 1: Označevanje glikana z 2-aminobenzojsko kislino 
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Po označevanju molekule glikana je potrebno pripravljeno raztopino pred analizo še 
očistiti. Potrebno je odstraniti ves presežek reagentov, ki so ostali po derivatizaciji. Za 
postopek čiščenja se uporablja trdno-fazna ekstrakcija, tekoča-tekoča ekstrakcija, 
papirnata kromatografija in velikostno izključitvena kromatografija. V največji meri se 
za čiščenje uporablja trdno-fazna ekstrakcija, saj ima na razpolago največ različnih 
stacionarnih faz: 
• Reverzno fazo, 
• Ionsko izmenjevalno fazo, 
• Porozni grafitni ogljik, 
• Hidrofobno interakcijsko kromatografsko stacionarno fazo (HILIC)[13]. 
 
Vzorec je tako očiščen vseh ostankov proteinov, celic in drugih komponent, ki nas pri 
analizi ne zanimajo. Vzorec nato lahko pripravimo za analizo. Za določevanje in 
separacijo N-glikanov v vzorcu se uporablja številne različne tehnike. 
Primeri separacijskih tehnik za N-glikane: 
• HILIC 
• Kapilarna elektroforeza 
• PGC 
• Anionsko-izmenjevalna kromatografija(HPAEC) 
• Tekočinska kromatografija[14]. 
Podrobni pristop analize N-glikanov bom predstavila v naslednjih poglavjih. 
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1.2 Ionska kromatografija 
 
Ionska kromatografija je analitska tehnika, ki temelji na ločevanju posameznih ionov 
glede na naboj in ionizacijo. 
 
Tabela 1: Separacijske metode 
Metoda Funkcionalna 
skupina 
stacionarne faze 
Eluent Analiti Detekcija 
Ionsko-
izmenjevalna 
 
 
Katini: sulfonska, 
karboksilna 
kislina 
Anioni: amini  
Pufer z 
organskim 
topilom 
 
Kovinski ioni, 
halidi, oksoanioni 
 
 
Konduktivnost, 
UV-VIS,MS,ICP-
MS, 
amperometerično 
Ionska 
kromatografija 
ionskih parov  
 
 
Reverzna-faza-
C18 silika 
 
Pufer z 
reagentom 
za ionske 
pare 
Šibka kislina/baza, 
veliki hidrofobni 
ioni 
Konduktivnost, 
UV-VIS,  
Ionsko-
izključitvena 
 
 
Sulfonska kislina 
 
 
Voda, 
razredčena 
kislina 
 
Hidrofilne 
organske, šibke 
kisline 
 
 
Konoduktivnost, 
UV-VIS, 
amperometrično 
[15] 
 
Za analizo glikanov je najbolj razširjena in uporabljena ionsko izmenjevalna 
kromatografija. Ta metoda temelji na izmenjavi med stacionarno fazo in mobilno fazo. 
Za vezavo na stacionarna fazo tekmuje analit z mobilno fazo. Sama metoda ionsko 
izmenjevalne kromatografije se uspešno uporablja, saj je cenovno ugodna, 
prilagodljiva in dobro avtomatizirana. Uporablja se jo za separacijo in čiščenje 
proteinov, encimov, protiteles, aminokislin, nukleinskih kislin in ogljikovih hidratov[16]. 
 
  
 
 
9 
 
1.2.1 Ionsko izmenjevalna kromatografija 
 
Ionsko izmenjevalno kromatografijo delimo v dve skupini: 
1. Kationsko izmenjevalna kromatografija: 
Stacionarna faza vsebuje negativno nabite molekule (X) pritrjene na nosilec 
(S), na katero se vežejo analiti (M), ki imajo pozitivno nabite skupine, mobilna 
faza pa prav tako vsebuje pozitivne ione (C). 
 
S-X-C+ + M+ ↔ S-X-M+ + C+ 
 
2. Anionsko izmenjevalna kromatografija: 
Stacionarna faza vsebuje pozitivno nabite molekule (X) pritrjene na nosilec 
(S), na katero se vežejo analiti (M), ki imajo negativno nabite skupine, mobilna 
faza pa prav tako vsebuje negativne ione (A). 
 
S-X+A- + M- ↔ S-X+M- + A-[16] 
Samo razmerje med analitom in eluentom je v stehiometričnem razmerju pri 
interakciji z stacionarno fazo. Na to vpliva tako valenca iona kot tudi koncentracija. Za 
primer kationskega izmenjevalca lahko zapišemo reakcijo izmenjave y molov Mx+ z x 
molom Cy+: 
yMrazx+ + xCvezy+ ↔ yMvezx+ + xCrazy+ 
kjer ''raz'' pomeni ione v raztopini in ''vez'' pomeni ione vezane na nosilec.  
Molekule imajo različne naboje, zato je njihova interakcija s stacionarno fazo odvisna 
od celokupnega naboja, gostote naboja in porazdelitvi naboja po površini molekule. Pri 
izbiri mobilne faze morami biti pozorni na pH, saj ta vpliva na celokupni naboj molekule, 
ki jo želimo analizirati. Da bo analiza uspešna moramo izbrati pH, pri katerem je 
molekula nasprotno nabita od molekul stacionarne faze. S samim pH-jem pa lahko 
vplivamo na absorbiran analit na stacionarni fazi, saj ga lahko deabsorbiramo s 
spremenjenim pH-jem mobilne faze, ki bo spremenil naboj analita. Analit se bo 
desorbiral iz kolone, na stacionarno fazo pa se bodo vezali ioni mobilne faze. Prav tako 
lahko odstranimo absorbiran analit z dodatkom ionov, katerih afiniteta do stacionarne 
faze je večja[16]. 
Sama analiza z ionsko kromatografijo je odvisna od številnih dejavnikov, kot na primer 
od izbire same stacionarne in mobilne faze, načinom detekcije, kako bomo vzorec 
pripravili ter tudi kakšne količine vzorca imamo na razpolago. Pri klasični ionsko 
izmenjevalni metodi se uporablja odprta pokončna kolona, ki pa ima posledično daljši 
čas analize, zaradi počasnega pretoka. Raztopina analita skozi stacionarno fazo 
potuje s pomočjo sile gravitacije. Sam eluent zbiramo po frakcijah. Vedno več pa je v 
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uporabi visoko učinkovita ionsko izmenjevalna kromatografija oziroma HPIC, katere 
kolona je napolnjena z manjšimi delci stacionarne faze. Zaradi manjših delcev je 
potreben večji pretok skozi kolono. Ione, ki se ločijo, zaznavamo z detektorjem, čez 
katerega spustimo pretok ionov. S takim načinom lahko separiramo večjo količine 
vzorca in taka analiza je tudi cenovno ugodnejša[16].  
 
1.2.2 Mobilna faza 
 
Mobilno fazo pri ionski izmenjevalni kromatografiji sestavljajo raztopine kislin, baz 
oziroma soli. Sama mešanica soli je lahko pufer ali pa v mobilno fazo dodamo 
separativni pufer, ki se uporablja pri izokratski eluciji. Kisline in baze vplivajo na to, 
kakšen pH bo imela raztopina posledično pa vpliva na celokupen naboj. Paziti moramo 
tudi na to, da bo analit pri izbranem pH dovolj stabilen in ne bo spremenil svoje 
strukture. Ioni, ki niso močno vezani na stacionarno fazo se bodo hitreje izločili iz 
kolone. Interakcije močneje vezanih ionov na stacionarno lahko zmanjšamo s 
spremembo pH ali z višanjem koncentracije soli[16]. 
V mobilno fazo lahko dodamo tudi organsko topilo. To bo izboljšalo samo ločbo, 
vplivalo pa bo tudi na glavne parametre, kot so resolucija in teoretski podi. Dosežemo 
tudi zoženje vrhov, saj zmanjšamo hidrofobne interakcije med analitom in stacionarno 
fazo[17]. Dodajamo lahko tudi različne dodatke, kot so na primer EDTA, lipidi, urea, ki 
pomagajo obdržati strukturo proteinov. Pomembno je tudi razplinjenje eluenta, saj 
lahko pride do raztapljanja ogljikovega dioksida, ki se v vodi raztopi in tvori ogljikovo 
kislino. To lahko spremeni pH eluenta in njegovo koncentracijo[16]. 
Pogosto uporabljeni eluenti so: 
NaOH, Na2CO3, NaHCO3, Na2B4O7 za anionske in HCl, H2SO4 za kationsko 
izmenjevalno kromatografijo[15]. 
 
1.2.3 Stacionarna faza 
 
Stacionarne faze izbiramo glede na aplikacijo in njihovo kapaciteto. Na izbiro vpliva 
pretok mobilne faze, količina vzorca ter lastnosti vzorca. Stacionarna faza je 
sestavljena iz dveh delov – nabitih ionov ter matriksa, na katerega so vezani ioni. Na 
kationskih izmenjevalcih so vezani negativno nabiti ioni, na anionskih izmenjevalcih pa 
so vezani pozitivno nabiti ioni. Med njimi ločimo močne in šibke kationske oziroma 
anionske izmenjevalce. Močnejši kationski oziroma anionski izmenjevalci so 
popolnoma ionizirani čez celotno pH območje, šibki pa imajo pH območje, kjer so 
neionizirani. To omogoča večjo selektivnost pri uporabi šibkih izmenjevalcev. 
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Primeri ionskih izmenjevalcev in pH območje uporabe: 
• Močni kation: Sulfonska kislina 
pH območje: 4-13 
• Šibki kation: Karboksilna kislina 
pH območje: 6-10 
• Močni anion: Kvartarni amin 
pH območje: 2-12 
• Šibki anion: primarni amin, sekundarni amin, terciarni amin 
pH območje: 2-9 [16] 
 
Ioni vezani na matriks vplivajo na to, kako močno se bodo ioni analita vezali na 
stacionarno fazo. Pri izbiri oblike, strukture in kemijskih lastnosti stacionarne faze 
moramo upoštevati kromatografsko resolucijo na katero te lastnosti vplivajo. Poznamo 
delce, ki imajo na sebi pore ali pa le teh nimajo. Več imajo por, več vezavnih mest 
imajo ter posledično večjo kapaciteto. Pri takih delcih pa moramo biti previdni, saj lahko 
pride do širjenja vrhov. Pri večjih molekulah pa izberemo tiste z manj por. Prav tako 
bodo manjši delci zvišali resolucijo. Vedno bolj so v uporabi organski polimeri, ki so 
bolj stabilni pri različnih pH kot so to materiali iz silike[15]. Pri izbiri stacionarne faze 
moramo biti pozorni tudi na hidrofobne interakcije, ki jih lahko tvori z analitom. Da se 
jim lahko izognemo raziskujejo nove materiale, ki imajo delce obdane s hidrofilnim 
slojem[16]. 
 
Primeri stacionarnih faz: silika, agaroza, dekstran, poliakrilamid, akrilat-kopolimer, 
polistiren-divinilbenezen[16]. 
 
 
1.2.4 Detekcija 
 
Pri ionski izmenjevalni kromatografiji kot tudi pri ostalih metodah ionske kromatografije 
uporabljamo različne detektorje za analizo vzorcev.   
Najpogosteje uporabljen je konduktometrični detektor. Je univerzalen detektor za 
ionske raztopine. Meri se specifična prevodnost oziroma konduktivnost, ki jo določamo 
kot upor raztopin med dvema elektrodama. Konduktivnost merimo na dva načina in 
sicer direktno ali indirektno. Direktno merimo kadar imamo analit, ki prevaja električni 
tok veliko bolje kot eluent ter vidimo vrhove analita pozitivno. Kadar merimo indirektno 
je eluent tisti, ki bolje prevaja električni tok kot analit[18,19]. 
 
Uporabljamo tudi fotometrično detekcijo. Samo metodo detekcije lahko razdelimo na 
indirektno in direktno fotometrično detekcijo. Pri direktni metodi uporabimo analite, ki 
imajo sposobnost absorpcije svetlobe določenih valovnih dolžin v UV-VIS spektru. 
Tako lahko določamo številne organske anione in katione. Pri anorganskih anionih in 
kationih katerih absorpcija v UV-VIS je šibka ali pa sploh ni prisotna, je potrebno analite 
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po prehodu s kolone obdelati z derivatizacijo. Tako z reakcijo pretvorimo analit v 
spojino, ki ima boljše zmožnosti absorpcije v UV-VIS območju. Te reakcije je potrebno 
izvajati po separaciji v koloni, saj tako ne bomo vplivali na lastnosti separacije analita. 
V primeru indirektne fotometrične detekcije je potrebno uporabiti eluent, ki absorbira v 
UV-VIS delu spektra. Slaba stran indirektne detekcije je, da se je ne more uporabiti pri 
gradientni eluciji.[19]. 
 
Pri detekciji lahko uporabimo tudi masno spektrometrijo. Pri analitih, ki so polarni ali 
pa so ionizirani v raztopini pri atmosferskem tlaku, lahko za sklopitev z masno 
spektrometrijo uporabimo elektrosprej ionizacijo. Glede na to ali je analit v obliki 
kationa izberemo pozitivno metodo elektrosprej ionizacije, če pa ga imamo v obliki 
aniona pa izberemo negativno metodo elektrosprej ionizacije. Kadar imamo prisotne 
nevtralne molekule, ki se ne ionizirajo v močnem električnem polju, kot so to na primer 
sladkorji, jih je predhodno potrebno obdelati. Pretvorimo jih v aduktne ione z dodatkom 
natrijevega acetata ali kalijevega acetata[19]. 
 
1.2.5 Selektivnost 
 
To kako se bo posamezna komponenta eluirala iz kromatografske kolone, lahko 
predvidimo na podlagi različnih lastnosti. Naboj molekule analita vpliva na moč 
interakcije med analitom in stacionarno fazo. Večji kot bo naboj molekule analita, 
močnejša bo interakcija, kar pa bo podaljšalo elucijski čas analita. Pri ionih s 
hidratacijskim slojem bo vez na stacionarno fazo šibkejša ter bo posledično elucijska 
hitrost večja[19]. 
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1.3 Separacija N-glikanov z HPAEC 
 
Za samo analizo glikanov je potrebno uvesti postopek, ki bo molekulo glikana lahko 
pretvorilo v nabito molekulo. Razlike v strukturi monosaharidov so majhne, zato je bilo 
potrebno razviti metodo, ki bo dovolj selektivna. Za uspešno ločbo pri tehniki HPAEC 
je potrebno molekule negativno nabiti. Ta tehnika nam omogoča dobro selektivnost, 
hitro in direktno analizo brez pretvorbe v derivate. Večina ogljikovih hidratov pri 
nevtralnem pH-ju niso v obliki anionov. Pri visokem pH-ju pa so te molekule v obliki 
oksoanionov, ki jih je nato enostavno ločiti s pomočjo anionske kromatografije.[20]  
Pri naboju moramo upoštevati razlike v disociacijskih konstantah: 
Tabela 2: Disociacijske konstante 
Monosaharid pKa(v vodi, 25°C) 
Manoza 12,08 
Ksiloza 12,15 
Glukoza 12,58 
Galaktoza 12,39 
Sorbitol 13,60 
[21] 
 
Pri analizi pri visokem pH lahko pride do različnih reakcij pri ogljikovih hidratih.  
Pride lahko do: 
• Epimerizacije in keto-enol tavtomerije: 
Pri večjih koncentracijah NaOH je bilo lahko opaziti večji delež epimerov. Ker 
alkoholna oblika sladkorjev ne more epimerizirati v alkalijskem mediju, se lahko 
oligosaharide pretvori z redukcijo v alkohol. Prav tako tudi monosaharidni 
alkoholi ne epimerizirajo. 
• De-acetilacije N-acetiliranih sladkorjev: 
Težave lahko nastanejo tudi zaradi hidrolize acetiliranih sladkorjev. Primer je  
N-acetilglukozamin, ki je hidroliziral do glukozamina pri koncentraciji 150mM 
NaOH, ki so ga pustili čez noč pri sobni temperaturi[22]. 
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1.3.1 Instrument HPAEC 
 
Sestava instrumenta za anionsko kromatografijo je podobna tisti pri tekočinski 
kromatografiji oziroma HPLC, vendar z določenimi spremembami. Instrument sestavlja 
avtomatski vzorčevalnik, visokotlačna črpalka, injekcijski sistem, kolona, detektor in 
računalnik, ki uredi dobljene podatke. Pogosto se uporablja še predkolona, ki odstrani 
moteče elemente v vzorcu, ki so ostali kljub čiščenju[17]. 
Za razliko od HPLC pri HPAEC uporabljamo še inerten plin, ki ga uvajamo v eluent, da 
v čim večji količini odstranimo ogljikov dioksid v vodi. Za to se najpogosteje uporablja 
helij. Posledično potrebujemo tudi vakuumsko razplinjenje[23]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sama stacionarna faza oziroma kolona mora biti narejena brez kovinskih delov, saj bi 
zaradi močnih bazičnih pogojev lahko prišlo do nastanka kovinskih ionov, ki bi 
kontaminirali delovno elektrodo pri detektorju. Črpalke in ostali deli, ki ne morejo biti 
brez kovine pa so lahko obdani s polieter eter ketonom, ki je organski termoplastični 
polimer[20]. 
 
 
 
 
 
 
 
Eluent Črpalka Kolona 
Avtomatski 
vzorčevalnik
k 
Detektor 
Računalnik 
Shema 2: Instrument za ionsko kromatografijo 
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1.3.2 Priprava vzorca 
 
Preden lahko glikane analiziramo, jih je potrebno odcepiti od proteinske strukture. Za 
to potrebujemo encime, ki te vezi cepijo ali pa jih ločimo kemijsko. Najpogosteje se 
uporablja encim peptid N-glikozidaza F, ki katalizira razcep glikozidne vezi. Slaba stran 
cepitve glikanov iz proteina je, da tako izgubimo informacijo, kje točno se je N-glikan 
nahajal, če imamo protein z več glikozilatnimi mesti. To enostavno ohranimo pri 
glikopeptidih, kjer protein najprej denaturiramo, nato reduciramo, alkiliramo in šele nato 
obdelamo z encimom[12,24]. Poleg encimskega sproščanja glikanov iz glikoproteinov 
lahko uporabimo tudi kemijski način. Za ta namen uporabimo postopek hidrolize s 
pomočjo trifluorometan sulfonske kisline, ki hidrolizira vse N in O-glikane vezane na 
protein. Za cepitev teh vezi je potrebno uporabiti višjo temperaturo. Pri 95°C s pomočjo 
brezvodnega hidrazina raztapljamo glikan 4 ure. Ker cepimo vse peptidne vezi 
izgubimo tudi informacijo o mestu vezave glikana na protein. Prav tako lahko pride do 
odcepa N-acetilamino skupine ali terminalnega N-acetilglukozamina ter tako ne bomo 
dobili pravilne informacije o sestavi N-glikana[13]. 
N-glikane je potrebno raztopiti v topilu, prav tako raztopimo tudi standarde različnih N-
glikanov in jih primerno razredčimo. Za HPAEC je potrebno uporabiti eluent, ki ima 
visok pH. V izbrani literaturi se najpogosteje pripravi raztopina NaOH[25]. 
Pri pripravi vzorca je potrebno vzorce filtrirati z uporabo najlonskega filtra, da 
odstranimo vse večje delce. Pri filtraciji ne smemo uporabiti drugih filtrov, kot je na 
primer celulozni, saj bi lahko prišlo do kontaminacije vzorca z ogljikovimi hidrati iz filtra. 
Odstraniti moramo tudi vse sulfatne in druge ione v vzorcu, saj bodo motili analizo[17]. 
 
1.3.3 Mobilna faza za ločevanje N-glikanov z HPAEC 
 
Pri HPAEC po navadi uporabljamo dve kemikalije za pripravo mobilne faze. Za to lahko 
uporabimo natrijev hidroksid ali natrijev acetat. Lahko se pripravi čiste raztopine ali pa 
se uporabi mešanico med njima. To izbiramo glede na sestavo samih ogljikovih 
hidratov v vzorcu. Hidroksilne mobilne faze so najbolj primerne za analizo in separacijo 
mono-, di-, tri- in tetrasaharidov ter njihove alkohole. Mešanice med acetatom in 
hidroksidom uporabljamo pri analizi večjih molekul ogljikovih hidratov in tiste, ki imajo 
negativen naboj pri nevtralnem pH, kot so to lahko sialične kisline in sladkorji s 
sulfidnimi skupinami. Sam gradient in koncentracija posameznega hidroksida in 
acetata je odvisna od molekule in vzorca, ki ga preiskujemo[20]. 
Naredila se je tudi raziskava vpliva sestave mobilne faze na nevtralne glikane. Pri 
zmanjšanju koncentracije za polovico se je retencijski čas povišal za faktor 2, to pa je 
prineslo tudi boljšo separacijo izomerov, ki so bili uporabljeni pri analizi. Ob dodatku 
natrijevega acetata in višanjem njegove koncentracije ter nižji koncentraciji natrijevega 
hidroksida so opazili, da se je retencijski čas v primerjavi s čistim NaOH močno 
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skrajšal. Opazili pa so tudi, da se je znižala občutljivost detekcije pri nižjih 
koncentracijah NaOH. Dokazali so, da je najbolj uporabna koncentracija za separacijo 
50mM in ne najpogosteje uporabljena 100mM. Retencijski čas pa so tako skrajšali z 
dodatkom natrijevega acetata[26].  
Po prehodu eluenta skozi kolono je v nekaterih primerih potrebno dodati bazo eluentu, 
ki je prešel iz kolone. To naredimo, kadar imamo zelo majhne koncentracije natrijevega 
hidroksida. Ob dodatku natrijevega hidroksida izboljšamo kvantifikacijo, saj tako 
omogočamo bolj stalno koncentracijo hidroksilnih ionov ob elektrodi. Pri izvajanju 
analiz so uporabili HPAEC s pulznim amperometričnim detektorjem[22]. 
 
1.3.4 Stacionarna faza za ločevanje N-glikanov z HPAEC 
 
Za separacijo se uporablja različne polimerne materiale, ki so poimenovani glede na 
proizvajalca.  Kolona CarboPac PA1 vsebuje 10μm stiren-divinilbenzenski nosilec na 
katere so elektrostatsko vezane 0,1μm lateks kroglice na katerih so kvarterne 
amonijeve anionsko izmenjevalne funkcionalne skupine. Ta stacionarna faza je 
primerna za uporabo pri monosaharidih, oligosaharidih in nekaterih alditolih. Pri koloni 
CarboPac PA100 je združljivost z večino organskih topil boljša. V primerjavi z PA1 ima 
PA100 manjšo kapaciteto in kroglice stacionarne faze so manjše, približno 8,5μm, kar 
naredi kolono bolj učinkovito. Kolona se zato največ uporablja pri separaciji 
oligosaharidov in bolj kompleksih struktur glikanov. Za separacijo samih 
monosaharidov se največ uporablja PA10 kolona ima pa tudi večji obseg organskih 
topil, ki so primerna za uporabo s tako kolono[21,22]. 
Pogosto se v literaturi opazi uporabo CarboPac MA1, ki ima kar 45-krat višjo anion 
izmenjevalno kapaciteto kot PA1. Ker se na to stacionarno fazo močneje vežejo šibki 
anioni je potrebno kot eluent uporabiti višje koncentracije natrijevega hidroksida. To 
kolono se zato pogosteje uporablja za separacijo reducirajočih ogljikovih hidratov, saj 
zaradi višje koncentracije hidroksilnih ionov pride do večje ionizacije, ki izboljša 
retencijski čas in resolucijo kolone. Lahko se uporablja tudi za separacijo 
oligosaharidov, vendar je retencijski čas daljši kot pri uporabi PA1 ali PA100 kolone. 
To lastnost lahko uporabimo za bolj specifično separacijo[21,22]. 
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1.3.5 Detekcija 
 
Pulzna amperometrična detekcija  
Za detekcijo oligosaharidov in posledično N-glikanov se pogosto uporablja HPAEC z 
pulzno amperometrično detekcijo oziroma PAD, saj je večina ogljikovih hidratov 
elektrokemijsko aktivnih. Je direktna detekcijska tehnika. Pred odkritjem tega 
detektorja, se je v tekočinski kromatografiji v večini uporabljalo UV in detekcijo s 
pomočjo lomnega količnika, ki pa sta premalo občutljivi za ločbo monosaharidov in 
oligosaharidov. Velika prednost PAD je ta, da lahko z njo zaznavamo tudi 10 
pikomolarne količine analita[20].  
Ogljikove hidrate detektiramo z meritvijo toka pri stalnem električnem potencialu na 
površini zlate elektrode pri povišanem pH-ju. Ogljikovi hidrati se na zlati elektrodi s 
pomočjo redoks reakcije oksidirajo. Velikost toka na elektrodi je sorazmeren s 
koncentracijo posameznega sladkorja na N-glikanu. Produkt oksidacije, ki se absorbira 
na površino elektrode pa zmoti delovno elektrodo in hitro uniči signal detektorja. Če 
med samo detekcijo spreminjamo potencial na zlati delovni elektrodi ta učinek 
izničimo. Pulzna amperometrična detekcija vsebuje ponavljajoče sekvence treh 
različnih napetosti v kratkih časovnih intervalih. Elektrodo najprej dvignemo na 
oksidacijski potencial, ki bo oksidiral površino elektrode ter tako odstranil ostanke 
oksidacijskih produktov na površini elektrode iz prejšnjega cikla (E2). Potencial 
delovne elektrode nato spremenimo na potencial, kjer poteče redukcija zlatovega 
oksida do zlata (E3). Ponovno dvignemo potencial na nivo, ki bo oksidiral ogljikove 
hidrate. Potencial pustimo nekaj časa, da se analit oksidira (E1). Takrat merimo tok, ki 
se spreminja pri fiksnem delovnem potencialu, kjer poteka redoks proces oksidacije 
ogljikovega hidrata na zlati elektrodi. Kot referenčna elektroda se uporablja Ag/AgCl. 
Optimalni potenciali za uporabo pri detekciji se določijo s pomočjo ciklične 
voltametrije[21].  
Samo spreminjanje potencialov je predstavljeno na spodnjem diagramu, kjer so 
vrednosti relativne. 
 
Graf 1: Spreminjanje potencialov med separacijo 
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Tako spreminjanje potencialov zmanjša šum in ozadje ter tudi stabilnost samih vrhov. 
Vso to valovanje potencialov se je izvedlo v sekundi ali manj, kar omogoča natančno 
analizo. Kasneje se je začelo uporabljati še četrti potencial, saj je prišlo do izgub zlata 
zaradi nastanka zlatega oksida in redukcije nazaj do zlata. To je povzročilo, da se je 
zmanjšal tudi elektrokemijski odziv. Vključitev četrtega potenciala je prineslo boljši 
odziv, daljšo življenjsko dobo elektrode, ožje vrhove pa tudi cikel detekcije se je 
zmanjšal za polovico[21]. 
Detektor torej lahko zaznava veliko območje ogljikovih hidratov, ki pa jih predhodno ni 
potrebno pretvoriti v derivate. Težave lahko nastanejo pri uporabi Tris pufra in glicerola 
pri pripravi vzorca, saj lahko interferirata z detektorjem. Pred samo analizo jih je 
potrebno v čim večji meri odstraniti. Motnjo pri detekciji lahko povzročajo tudi amino 
skupine prisotne v bioloških vzorcih. Detektor lahko zazna tudi žveplove spojine, ki 
niso popolnoma oksidirane, kot so to na primer tioli, vendar je občutljivost za te spojine 
tako majhna, da večjih težav pri analizi ne povzročajo. Pred samo analizo je zato 
potrebno vzorec ustrezno očistiti, da odstranimo vse možne interference[21]. 
 
Masni spektrometer 
Pri separaciji lahko pride do prekrivanja vrhov. To težavo lahko rešimo z uporabo 
masnega spektrometra. Ta nam lahko pomaga pri boljši identifikaciji N-glikanov ter tudi 
točno določitev kromatografskega vrha na podlagi razmerja med nabojem in maso 
molekule. Potrebno je paziti na združljivost eluenta z ionizacijo z razprševanjem pri 
atmosferskem tlaku. Alkalijski acetati in hidroksidi, ki se uporabljajo kot eluenti niso 
hlapni in imajo visoko prevodnost, zato je potrebno pri detekciji uporabiti tudi 
razsoljevalno napravo, ki jo priključimo med kolono in masnim detektorjem. Ta pretvori 
acetate in hidrokside v etanojsko kislino in vodo, saj izmenjuje alkalijske ione z 
oksonijevimi ioni. To poteka s pomočjo selektivne kationsko izmenjevalne membrane. 
Če imamo prisotne nevtralne karbohidrate je potrebno po razsoljevanju dodati ione, 
kot je na primer litijev klorid, ki bo z njimi tvoril nabite adukte. Z njimi poteka boljša in 
lažja detekcija kot pozitivni delci z litijem ali negativni delci s kloridom. Detekcija s 
pozitivnimi adukti pa ima višjo selektivnost[23,27]. 
Če primerjamo HPAEC sklopljen s PAD in HPAEC sklopljen z masno spektroskopijo 
je le ta bolj natančna in nam omogoča enostavnejšo določitev N-glikanov v vzorcu. 
Pomembno vlogo ima, kadar imamo oligosaharide, ki se koeluirajo. To so opazili tudi 
pri raziskavi, kjer so primerjali ti dve sklopitvi ter pri obeh uspešno separirali vse N-
glikane v vzorcu. Tako so se znebili tudi težave pri kromatografiji hidrofobne interakcije, 
kjer je prišlo do koelucije dveh glikanov. Sklopitev z masnim spektrometrom tako 
omogoča separacijo tudi kompleksnejših oligosaharidov. Paziti je le potrebno, da v 
največji količini odstranimo vse prisotne natrijeve ione[23]. 
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Fluorescenčni detektor 
Za separacijo N-glikanov lahko uporabimo tudi fluorescenčno detekcijo, kjer pa je 
potrebno sproščene glikane označiti z molekulo, ki bo fluorescirala svetlobo. Za 
označbo so uporabili molekulo 2-aminobenzamid (2AB) lahko pa bi uporabili tudi 2-
aminopiridin, p-aminobenzojsko kislinski etil ester in 8-aminonaftalen-1,3,6-
trisulfonsko kislino. Pri uporabi pulzne amperometrične detekcije lahko nenamerno 
detektiramo tudi peptide in aminokisline, ki ostanejo pri pripravi vzorca iz glikoproteina. 
Temu se izognemo z uporabo fluorescenčnega detektorja. Pri tej vrsti detekcije pa ne 
moremo uporabiti gradientne elucije natrijevega acetata, saj se ta pretvori v ocetno 
kislino. Ker je fluorescenca odvisna od pH vrednosti nakisane raztopine, zaradi 
nastanka ocetne kisline povzroči nenatančno detekcijo fluorescence[28]. 
Vzorec glikoproteina membrane človeškega eritrocita in ovčjega eritrocita so pripravili 
s hidrolizo pri 100°C ter jih po N-acetilaciji označili z 2AB. Vzorec z oligosaharidi so 
raztopili v DMSO in ocetni kislini. Dodali so 2AB in dimetilamino boratni kompleks. 
Mešanico so inkubirali 2 uri pri 60°C.  Kasneje so produkt obdelali še z 0,01 molarno 
klorovodikovo kislino. Sistem za HPAEC so sestavili iz CarboPac PA1 kolono ter 
anionskega mikromembranskega supresorja med PAD in fluorescenčnim detektorjem, 
ki nevtralizira alkalijski eluat. Za separacijo so uporabili eluent natrijev hidroksid 
različnih koncentracij ter prav tako dokazali, da so pri višjih koncentracijah NaOH 
retencijski časi krajši. Pri analizi so uporabili tudi interne standarde. Iz rezultatov 
fluorescence so ugotovili, da je retencijski čas drugačen glede na povezavo, 
razvejanost in številom oligosaharidov in je tako to še ena izmed uspešnih metod 
separacije N-glikanov[28]. 
 
1.3.6 Ločevanje različnih oligosaharidov z HPAEC 
 
Ločujejo se glede na velikost, povezavo monosaharidnih enot in naboja. Na 
stacionarno fazo, ki je pozitivna se bodo močno vezali negativno nabiti oligosaharidi, 
zato je potrebno za eluent uporabiti kompetitivno spojino, kot je to NaOH. Pri 
oligosaharidih, ki so močno negativno nabiti, pa eluiramo z dodatkom natrijevega 
acetata. Večji kot je negativen naboj, večjo koncentracijo natrijevega acetata je 
potrebno uporabiti za elucijo oligosaharida iz kolone. Prisotnost fukoze skrajša 
retencijski čas, saj ''maskira'' negativni naboj in ga posledično zniža[29]. Pri glikanih z 
istimi zaporedij monosaharidnih enot vendar drugačnimi vezmi je mogoče separirati, 
saj vključitve ene ali več hidroksidnih skupin monosaharida v glikozidno vez z drugimi 
monosaharidi privede do spremembe v ionizacij. To lastnost zato lahko uporabimo za 
separacijo identičnih monosaharidov z različno vezavo. Bolj kot je molekula negativno 
nabita in večja, daljši retencijski čas bo imela. To so dokazali tako, da so iz 
monosialiranega standarda s pomočjo eksoglikozidaze pridobili monogalaktoziliran 
produkt. Pri HPAEC analizi so ugotovili, da se elucijski čas nahaja med a- in di-
galaktoziliranem oligosaharidu[30]. 
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Večje je število molekul sialične kisline vezanih v N-glikanu, večji je skupen negativni 
naboj. To privede do daljšega retencijskega časa, zato lahko ločujemo tudi glede na 
velikost glikana. Če imamo glikan z dvema vejama oligosaharidov in ima dve sialični 
kislini bo retencijski čas krajši od glikana, ki ima tri veje oligosaharidov in dve sialični 
kislini. Če glikan vsebuje sialično kislino in N-acetilneuramininsko kislino vezano na 
α(2,6) galaktozni ostanek, se je retencijski čas skrajšal, saj je dostop do 6-OH skupine 
galaktoze oviran in je tako negativni naboj molekule manjši. V primeru α(2,3) vezave 
na galaktozni ostanek pa ta OH skupina ni ovirana in ima posledično daljši retencijski 
čas[29]. Pri glikanih, ki so vsebovali sialično kislino so naredili primerjavo s tistimi, ki 
vsebujejo fukozo in tistimi, ki je ne. Ponovno so ugotovili, da se N-glikani s sialično 
kislino in fukozo eluirajo hitreje kot tisti, ki fukoze ne vsebujejo[31]. 
Pri analizi nevtralnih oligosaharidov so primerjali dve identični pentasaharidni verigi na 
glikanu, ki pa sta se razlikovali le v eni molekuli. Eden oligosaharid je vseboval glukozo 
in drugi N-acetilglukozamin. Veriga, ki je vsebovala glukozo je imela daljši retencijski 
čas, saj sklepajo, da je to posledica dveh OH skupin in je bolj kisla od verige z N-
acetilglukozaminom, ki ima tri OH skupine, ali pa je bila glukoza zmožna močnejših 
interakcij s stacionarno fazo. Če je glikan vseboval več kot eno 1,6 vez je bila rotacija 
molekule enostavnejša in posledično je oligosaharid ustvaril močnejšo interakcijo s 
stacionarno fazo. Težave nastanejo, kadar se glikana razlikujeta le v mestu vezave 
enega monosaharida, saj je takrat separacija slabše uspešna[29]. Če N-glikan vsebuje 
v svoji strukturi fukozo in N-acetilglukozamin se najverjetneje zaradi hidrofobnih 
metilnih in acetilnih skupin zmanjša interakcija s stacionarno fazo v koloni in je zato 
retencijski čas manjši[31]. 
Ugotavljali so tudi vpliv natrijevega acetata na gradientno elucijo. Bolj kot je bil različen 
gradient med analizo, boljšo resolucijo so dobili. Najbolj učinkovit gradient se je izkazal 
kot 0,5% 1M NaOH, 4,5% 1M NaOAc za 40 minut[30]. 
 
1.3.7 Sklopitev HPAEC s HILIC 
 
Za separacijo N-glikanov se je v večji meri začelo uporabljati kombiniranje različnih 
tehnik z namenom boljše ločbe. Ionsko kromatografijo se lahko kombinira z različnimi 
tehnikami, kot so reverzno fazna kromatografija in normalno fazna kromatografija. Pri 
analizi si želimo, da bi lahko z eno analizo ločili vse oblike molekul v vzorcu, tako 
negativno, pozitivno in nevtralno nabite molekule. Zato lahko kombiniramo dva ali več 
različnih načinov separacije. Lahko uporabimo kombinacijo stacionarnih faz, kjer lahko 
ločujemo glede na naboj in hidrofilnost molekule ali pa uporabimo več kolon, vsaka s 
svojo specifično stacionarno fazo. Tako dobimo sekundarne interakcije, ki izboljšajo 
lastnosti ločbe. Za separacijo uporabimo različne vrste separacijskih medijev, kjer so 
le ti lahko zmešani med sabo ali pa uporabimo ligande, ki imajo omogočeno ionsko 
izmenjavo kot tudi hidrofobni ligand[32]. 
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1.3.8 Vpliv temperature na separacijo N-glikanov 
 
Pri separaciji je potrebno upoštevati tudi temperaturo, ki vpliva na uspešnost 
separacije. Naredil se je eksperiment, pri katerem so opazovali vpliv temperature na 
visokomanozne in kompleksne N-glikane. Pri spremembi temperature kolone iz 15°C 
na 30°C se je retencijski čas skrajšal za 2.0 minute. Prav tako so analizirali tudi 
reducirane visokomanozne glikane ter opazili skrajšanje retencijskega časa pri 
povišani temperaturi. Pri manjših glikanih, ki vsebujejo manj manoz sprememba 
temperature ni imela velikega vpliva na retencijski čas. Glikani, ki niso vsebovali fukoze 
in so bili bolj kompleksni so imeli največjo spremembo v retencijskem času pri 
povišanju temperature. Retencijski čas se je skrajšal za 2.6 minute[33]. 
Potrebno je upoštevati tudi vpliv temperature na pH eluenta. Pri višji temperaturi bo pH 
eluenta, ki vsebuje NaOH znižan. Preverili so vpliv temperature pri stalni koncentraciji 
NaOH ter pri stalni temperaturi in spreminjajoči se koncentraciji NaOH. Pri višji 
koncentraciji NaOH se je retencijski čas skrajšal, pri znižanju temperature in stalni 
koncentraciji NaOH pa se je retencijski čas podaljšal. Pri višjih koncentracijah NaOH 
je večja ionska moč, kar pojasni krajši retencijski čas. Pri analizi je potrebno torej 
natančno spremljanje temperature[33].
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2 Namen dela  
 
Namen diplomskega dela je bil ugotoviti najboljše pogoje in način separacije N-
glikanov, ki vključuje uporabo ionske kromatografije. Pri separaciji se pogosto srečamo 
z različnimi strukturami N-glikanov, ki posledično otežijo njihovo ločevanje. Potrebno 
je ugotoviti posamezne postopke separacije, ki bodo omogočali čim bolj natančno in 
selektivno ločbo. Najti sem želela čim več primernih načinov in različnih postopkov 
uporabe ionske kromatografije za uporabo pri različnih oligosaharidih. Zanimalo me je 
kakšne pogoje je potrebno uvesti, da lahko ločimo N-glikane, ki se med sabo razlikujejo 
le po enem monosaharidu ali pa vsebujejo skupine, ki analizo lahko otežijo. Zanimalo 
me je tudi, katere sklopitve z drugimi metodami so mogoče. Pri tem sem se 
osredotočala na že opravljene poizkuse in jih med sabo primerjala in analizirala. 
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3 Načrt eksperimenta 
 
3.1 Reagenti in topila 
 
Za analizo bi poleg vzorca, ki vsebuje N-glikane potrebovala tudi standarde glikanov. 
Glede na predvidevano vrsto glikanov v svojem vzorcu bi izbrala primerne standarde, 
da bi jih lahko s pomočjo separacije identificirala. Izbrala bi tudi standarde glikanov, ki 
bi me specifično zanimali. Pri izbiri standardov bi morala izbrati N-vezane glikane, ki 
pa so lahko označeni z na primer 2-AB v primeru, da bi uporabila fluorescenčni 
detektor.  
Primeri standardov N-glikanov: 
− A1F Glikan amonijeva sol (Sigma-Aldrich) 
− A2F Glikan amonijeve sol (Sigma-Aldrich) 
− NA2 Glikan (Sigma-Aldrich) 
Pri analizi bi uporabili tudi 50 % w/w raztopino natrijevega hidroksida (Thermo Fisher), 
natrijev acetat (Fluka) in Milli-Q vodo. 
 
3.2 Instrument 
 
Za analizo bi uporabila ionski kromatograf, ki omogoča uporabo izvajanje tehnike 
HPAEC in je sklopljen s PAD detektorjem, ki se najpogosteje uporablja.  
 
Slika 3: Instrument za ionsko kromatografijo na Kemijskem Inštitutu 
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Za stacionarno fazo bi uporabila CarboPac PA100 kolono ter temu primerno 
predkolono CarboPac PA100. Nastavila bi pretok mobilne faze na 0,5ml/min. 
Temperature kolone bi bila za začetek 30C in bi jo lahko za optimizacijo separacije 
spreminjala. Vse raztopine mobilne faze bi prepihovala s helijem. Za detektor PAD bi 
nastavila ustrezne potenciale, ki bi se med izvajanjem analize ustrezno spreminjali. 
Volumen injiciranega vzorca bi bil 50μL.  
 
3.3 Potek dela 
 
Pripravila bi standardne raztopine N-glikanov različnih koncentracij v območju od 1 do 
10μg/ml. Za pripravo na primer raztopine s koncentracijo 10μg/ml bi stehtala 0,5mg 
standardnega N-glikana ter ga prenesla v 50ml bučko in dopolnila z Milli-Q vodo do 
oznake. Bučko bi pretresla na ultrazvočni kopeli. Vzorec z mešanico N-glikanov, ki bi 
jih določevala bi prav tako primerno pripravila. V primeru, da bi bili N-glikani še vedno 
vezani na molekulo, kot je to na primer protein, bi ga s pomočjo N-glikozidaze F 
odcepila iz površine proteina. Podroben opis priprave je opisan v poglavju 1.3.2 
Priprava vzorca. Tak vzorec bi predhodno še očistila, da bi odstranila ostanke proteina. 
Vzorce bi razredčila z Milli-Q vodo do koncentracije 4μg/ml. Pred injiciranjem bi 
raztopino z vzorcem filtrirala skozi najlonski filter velikosti 0.45μm, da bi preprečila vnos 
večjih delcev v instrument.  
Pripravljene vzorce bi injicirala v instrument ali pa bi jih pripravila v vijale oziroma 
manjše stekleničke za avtomatsko odvzemanje vzorcev za analizo. Analizo vzorcev 
standardov različnih koncentracij bi ponovila večkrat z namenom določitve 
selektivnosti in specifičnosti z izračunom standardne deviacije retencijskih časov.  
Prav tako bi pripravila raztopino natrijevega hidroksida s koncentracijo 0.1M ter 
mešanico 0.1M NaOH in natrijevega acetata koncentracij 5, 50, 225 in 275mM za 
uporabo pri gradientni eluciji.  
Gradient pri eluciji glikanov iz kolone se lahko programsko nastavi, da se s časom 
ustrezno spreminja. Na začetku imamo le 0,1M NaOH ter nato postopoma dodajamo 
raztopino natrijevega acetata. Sama elucija od začetka do konca traja približno eno 
uro oziroma glede na nastavljen čas gradientne elucije[25]. Po končani analizi očistimo 
kolono z 275mM natrijevem acetatu v 0.1M NaOH, da se vsi vezani glikani eluirajo iz 
stacionarne faze. 
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4 Rezultati in razprava 
 
Po koncu analize bi mi računalniški program, ki je povezan z instrumentom, izpisal 
kromatogram. Kromatogram prikaže vrhove pri specifičnih retencijskih časih glede na 
sestavo N-glikana. V primeru, da bi se nekateri vrhovi prekrivali ali pa bi imeli podobne 
retencijske čase bi metodo optimizirala. Med samo analizo bi spreminjala gradientno 
elucijo s spremembo koncentracije natrijevega acetata in natrijevega hidroksida ali pa 
bi spremenila temperaturo pri kateri bi analizo izvajala. Prav tako kromatogram ne sme 
imeti vrhove pri visokih retencijskih časih, saj želimo čim krajši čas analize. Najboljši 
kromatogram dosežemo kadar so jasno ločeni in vidni vrhovi za posamezni retencijski 
čas ter jih lahko s pomočjo standardov učinkovito določimo. 
Glede na rezultate analiz standardov bi iz retencijskih časov izračunala aritmetično 
sredino retencijskega časa za posamezen N-glikan z enačbo: 
?̅? =
1
𝑛
∑𝑥𝑖
𝑖
 
Oznaka x označuje retencijski čas N-glikana in n število ponovitev. 
Nato bi izračunala standardni odklon po enačbi: 
𝑠 = ±√
∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)2𝑖
𝑛 − 1
2
 
Izračunala bi tudi relativni standardni odklon: 
𝑅𝑆𝐷 =
𝑠
?̅?
× 100% 
Če je vrednost relativnega standardnega odklona retencijskega časa posameznega 
glikana pod 1% je metoda dovolj selektivna za separacijo N-glikanov[34]. 
Kromatogram vzorca bi nato primerjala s kromatogramom standardov. V primeru, da 
bi se retencijski časi ujemali z retencijskim časom standarda bi lahko N-glikane 
uspešno določil. 
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5 Zaključek 
 
V sklopu diplomskega dela sem raziskovala področje uporabe ionske kromatografije 
za separacijo N-glikanov. Pri sami analizi je potrebno opazovati različne spremenljivke 
in upoštevati raznovrstnost N-glikanov. Tehnika je dovolj selektivna in jo je mogoče 
uporabiti že za analite nizkih koncentracij, vendar je vedno potrebno tehniko še 
dodatno optimizirati in čim bolj skrajšati čas analize.  Preveriti sem želela kako bi samo 
metodo še bolje optimizirali in kateri pogoji nam podajo najboljše možne rezultate.  
Pri sami pripravi vzorca je potrebno paziti, da ne izgubimo informacije o vezavnem 
mestu glikana – na primer vezava na protein. Potrebno je uvesti dodatne postopke 
denaturacij in obdelav z encimi ter tako omogočiti ohranitev informacij o vezavi ter 
ustrezno določiti glikane. Prav tako je potrebna previdnost pri raztapljanju glikanov v 
mobilni fazi, saj mora biti raztopina čista in brez večjih delcev ter različnih ionov, ki 
motijo analizo. Za mobilno fazo se za separacijo glikanov z ionsko kromatografijo 
pogosto uporablja natrijev hidroksid, ki pa se pri gradientni eluciji kombinira z natrijevim 
acetatom, ki močno skrajša retencijski čas in posledično tudi čas analize. Pri izbiri 
razmerij komponent v mobilni fazi in načinu gradientne elucije je potrebno upoštevati 
samo sestavo in vezavo glikanov v vzorcu. Pomemben faktor pri izvajanju separacije 
je tudi temperatura, saj vpliva na sam potek analize – spreminjanje temperature tako 
vpliva na retencijski čas. Prav tako temperatura vpliva na pH eluenta, zato je nujno 
spremljanje temperature pri izvajanju analize. 
Pri ionski kromatografiji se uporablja različne detektorje kot so to pulzno 
amperometrični detektor, fotometrični detektor ter masni spektrometer. Pulzno 
amperometrični detektor je največ v uporabi, saj lahko z njim zaznavamo že 
pikomolarne koncentracije. Težave nastanejo pri prisotnosti motečih ionov, zato 
uporabljamo tudi fotometrični detektor. Za njegovo uporabo pa je potrebno uvesti še 
dodaten postopek pri izvajanju analize, saj je potrebno glikan derivatizirati oziroma 
označiti z ustrezno molekulo. Nekateri glikani koeluirajo istočasno, zato je potrebna 
uporaba masnega spektrometra, ki tako omogoča separacijo kompleksnejših N-
glikanov.  
Glikani so pomembni faktor v farmacevtski industriji, vedno večji poudarek pa je pri 
razvijanju biološkega zdravila za zdravljenje različnih vrst raka. Ionska kromatografija 
bo najverjetneje še dolgo časa ostala ena izmed vodilnih tehnik separiranja in 
določevanja glikanov, saj je še vedno veliko raziskav v smeri optimizacije separacije 
N-glikanov s to tehniko.
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